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摘要 
Nucleophosmin作为重要的核仁磷酸化蛋白，在细胞的生命活动过程中发挥
多种功能，并在多种肿瘤细胞中发生表达与细胞定位的变化。为探究
Nucleophosmin在人成骨肉瘤细胞MG63中的功能作用与分子机制，本论文在成功
制备Nucleophosmin兔多克隆抗体的基础上，通过构建正常定位以及胞质定位的
Nucleophosmin表达载体，结合免疫共沉淀（Co-IP）、GST-pull down、免疫荧光
共定位、免疫亲和纯化和液相色谱-串联质谱联用技术（LC-MS/MS），进行
Nucleophosmin相互作用蛋白质组学分析，构建其相互作用蛋白网络；并进一步
通过MTT、Transwell、划痕实验、黏附实验、活性氧检测实验分析Nucleophosmin
表达变化、定位变化对MG63细胞增殖、迁移和黏附能力等生物学特性的影响，
以及对细胞内活性氧水平与定位的影响。 
生物信息学分析显示，正常定位的NPM相互作用蛋白较多，具有抗氧化活
性而胞质定位的NPM相互作用蛋白较少，功能更单一且不具有氧化还原相关的
分子功能。经co-IP、GST-pull down证实在人成骨肉瘤细胞MG63、肝癌细胞
SMMC-7721中，NPM与PRDX2、PRDX6存在相互作用。在MG63细胞中，
Nucleophosmin表达降低后，MTT实验证实细胞增殖减弱，transwell，划痕实验
证实细胞迁移减弱，黏附实验证实细胞黏附能力增强，western blot也表明细胞凋
亡、细胞自噬能力增强，并伴随着PRDX1、PRDX4、PRDX6表达量的降低，活
性氧水平上升以及ROS位置由胞质向细胞核的重定位。而经NSC348884处理后的
MG63细胞中，NPM发生了由核仁向核质、胞质迁移的现象。同时，PRDX6表达
量随之下调，并伴随着细胞内活性氧表达量的上升以及表达位置的变化。 
我们的研究表明，NPM与PRDX6存在直接相互作用；敲低NPM会抑制人成
骨肉瘤细胞MG63的增殖、迁移能力，增强细胞黏附能力，促进细胞凋亡与自噬，
并使细胞内活性氧水平升高，ROS在核仁的水平增强，在胞质的水平减弱；而
NPM的胞质重定位也伴随着细胞内活性氧水平的变化，这对于进一步揭示NPM
在细胞氧化应激过程的功能作用具有重要意义。 
关键词：Nucleophosmin；Peroxiredoxins6；核仁定位；相互作用 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
 
II 
 
ABSTRACT 
Nucleophosmin as an nuclear phosphorylation protein, playing an important role 
in the process of cell life. In order to explore the function and mechanism of 
Nucleophosmin in human osteosarcoma cell line MG63, this paper based on the 
success of preparing nucleophosmin rabbit polyclonal antibody, via constructing flag 
tag of nucleolar localization vector (pBoBi-NPM) and cytoplasmic localization vector 
(pBoBi-NPM-△Nols), combined with co-IP、GST-pull down、confocal、LC-MS/MS 
to further analysis the nuclophosmin interaction proteins network and bioinformatics. 
Again by MTT、Transwell、Wound Healing、Adhesion assay、Active oxygen detection 
assay to explore the influence of nucleophosmin expression and location on MG63 
cell proliferation、migrate、adhesion and ROS expression level and location. 
Bioinformatics analysis showed that the normal localization group of NPM have 
much more interacting proteins than the Cytoplasmic localization group. While the 
normal localization group contains antioxidant activity, with which the cytoplasmic 
localization group don’t have. The MTT assay demonstrated that the knock-down of 
nucleophosmin reduce the proliferation of MG63 cells, transwell assay and wound 
healing assay results showed the knock-down of nucleophosmin weaken the migration 
ability of MG63 cells, the adhesion assay result showed that the knock-down of 
nucleophosmin enhanced the cell adhesion of MG63, besides the knock-down of  
nuclophosmin inhibited apoptosis and autophagy .What’s more, the knock-down of 
nucleophosmin induced the down-regulation of PRDX1、PRDX4、PRDX6, the 
up-regulation of ROS expression level and the translocation of ROS. In addition, the 
NSC348884 treated MG63 cells exhibited obviously donw-regulation of PRDX6, 
accompanied with the ROS up-regulation and translocation. 
Our study shows that NPM directly interact with PRDX6. Knockdown NPM in 
MG63 will inhibite the ability of cell proliferation、migration, enhace cell adhesion 
and promote the cell apoptosis、autophagy. What’s more, the downregulation and 
translocation of NPM are all will lead to the upregulation of total ROS expression 
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level, accompany with the raise of nucleolus ROS expression，the reduce of cytoplasm 
ROS expression. In conclusion, It is important for us to further explore the molecular 
mechanism of oxidative stress in cells. 
 
Key Words: Nucleophosmin; Peroxiredoxins6; nucleolus location; interaction 
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第一章 前言 
1.1 成骨肉瘤细胞的生物学特性 
成骨细胞与破骨细胞均来源于骨髓中的祖细胞，成骨细胞属于骨髓间充质干
细胞，破骨细胞属于造血谱系，成骨细胞是骨形成的主要功能细胞，在骨基质的
合成、分泌和矿化中起到重要作用[1]。 
骨肉瘤细胞的形态结构与其功能作用密切相关，骨胶原纤维由细胞中分泌小
泡合成成前胶原分子，前胶原分子在细胞表面形成胶原纤维，并基于此形成骨胶
原纤维。在人体中，骨细胞本身并不分裂，其前身细胞的不断增殖、分化使成骨
细胞数量增加，新骨形成，成骨细胞处于活跃状态，呈饱满多边形，细胞内有较
多线粒体、丰富的粗面型内质网，多伪足；待骨形成停止后，活跃的成骨细胞转
为静止状态，活跃状态下饱满的多边形状态也趋向扁平梭状[2, 3]。 
骨肉瘤是最常见的原发恶性骨肿瘤，在临床上较为常见，骨肉瘤细胞起源于
间叶组织，是成骨细胞的前体或分化成为成骨细胞的骨髓间充质细胞系统[4, 5]，
是成骨细胞分化为成熟骨细胞的过渡中间体，具有成骨细胞早期表型特征[6]。
MG63是从人体骨肉瘤中分离所得的人成骨肉瘤细胞株，在研究人成骨肉瘤的细
胞生物学特性、骨肉瘤的发生发展有较为广泛的应用。 
1.2 核磷蛋白 NPM(nucleophosmin)表达及定位异常研究现状 
核仁磷酸蛋白(nucleophosmin, NPM), 也被称作B23、NO38、是一种含量丰
富，高度保守，分布广泛的磷酸蛋白，多功能地参与到多种细胞活动中, 许多研
究揭示了NPM参与细胞增殖与生长抑制的复杂分子生物学机制。已有研究表明，
NPM具有快速穿梭细胞核、细胞质的能力[7]，这种穿梭活性以及它相应的亚细胞
定位也许对细胞内稳态十分重要[8-10]。 
NPM具有多方面的功能，包括作为蛋白质与核酸的分子伴侣、参与核糖体
的生物合成、基因转录调控、凋亡抑制、肿瘤抑制调节、染色体组稳定性维持和
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细胞周期调控等。 
通过核质穿梭，NPM参与细胞内许多生物学的功能进程，包括前核糖体部
件的运输、核糖体的生物合成、对一些压力刺激（如UV、辐射、低氧）的应答、
通过控制细胞倍性以维持基因组的稳定性、通过调节染色体凝结和解凝结来调控
DNA转录，此外，NPM还参与调节关键肿瘤抑制因子p53、ARF的活性与稳定性
[11-15]。 
1.2.1 NPM的结构 
Nucleophosmin家族有三个主要成员，分别是NPM1、NPM2和NPM3。其中
NPM1是目前研究最多也是主要的研究对象，主要以五聚体的形式定位于核仁。 
NPM的N端疏水部分负责寡聚化和伴侣活性，N端有两个核输出序列（NES，
42-47和94-102），中央有两个核定位信号（NLS,152-157,190-197），NLS使NPM
由细胞质定位到核质。此外，C端包含两个Try残基（288和290）是核仁定位所必
需的，因此正常的NPM大多定位于核仁[16-18]。 
 
图1-1. NPM的结构与功能区域[19] 
Figure1-1. Structure and functional domains of NPM 
 
1.2.2 NPM定位变化与一些重要结构域 
NPM结构上的寡聚化区域、NLS、NES、Nols、保守区域（如GSGP回环，
人类B23中Gly105-Pro108）均是对NPM结构与定位十分重要的区域，对NPM的三
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维结构和空间定位都有重要的影响。结构上一般通过增加NES序列或突变Nols序
列以实现重定位。1/3 AML病人都有不正常的NPM细胞质定位, 原因在于突变后
的NPM最后的外显子12造成了移码突变,形成了新的C端[18, 20]。 
NPM的定位变化会对细胞的许多生物学功能造成影响，现已有实验证明
NPM与p14ARF结合能够功能性地抑制核糖体的生物合成，ARF与NPM N端高度
保守的寡聚区域基序结合，若该区域发生了突变则ARF无法与NPM结合[21]。
Takeharu Enomoto
[22]等人发现NPM的结构对于NPM的定位与功能十分重要，若替
换了NPM中GSGP基序（人类B23中Gly105-Pro108），或是寡聚化区域、NES区域
缺失，均会引起NPM构象的改变，从而使NPM失稳，半衰期变短，无法寡聚化，
定位也从核仁改变到细胞质，进而影响NPM与ARF的结合。 
1.2.3 NPM定位变化与一些关键位点 
在急性髓性白血病AML中，NPM1的突变是最常见的基因损伤。AML中NPM 
C 端NES序列发生突变后，NPM由正常的核仁定位突变为胞质定位（NPMc+）
[23]。NPM若缺失Trp288和Trp290，无法形成正常的二级结构[24]。此外，C端的保
守残基Trp288和Trp290突变为Ala后，无法形成正常的二级、三级结构，无法正
确的折叠从而由核仁重定位于胞质，若仅缺失Trp290，尽管保留了定位于核仁的
能力，但是保守区域氨基酸的缺失也使它的稳定性大大下降[25, 26]。NPM1 C端Lys 
248，263，267，F268和F276也都是严格保守区，对于NPM的重定位也有相似的
作用[27]。NPM中Lys-263是结合ATP的重要位点，其突变体K263N能干扰B23与
ATP的结合，且K263N从核仁重定位于核质，该种突变体并不稳定，伴随着快速
的降解，这是泛素化、蛋白酶体作用的结果。 
NPM通过翻译后修饰参与到多种细胞生物学的进程中来，Liu, Xia[28]等人发
现，P300介导的NPM1乙酰化会调节NPM1的亚细胞定位并增加致癌性。乙酰化
的NPM主要定位于核质。NPM的SUMO化会调节NPM的亚细胞定位，同时介导
细胞生存与增殖。NPM SUMO化作用于Lys230和263残基。NPMK263R无SUMO化
作用，也不再定位于中心体与核仁，同时丧失与Rb结合的能力。此外，NPMK263R
较NPM更易受caspase3裂解,更易凋亡[29]。 
已有研究表明，在细胞周期进程中，CDK2介导的NPM Thr199的磷酸化调节
NPM从中心体重定位。蛋白激酶CDK2(一种Ser/Thr蛋白激酶，参与细胞生长与
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细胞死亡)，CDK2介导NPM的磷酸化，能减少其RNA结合活性，也能影响其功
能活性。CDK2介导NPM的磷酸化对于NPM在核仁中定位是必需的，并参与调节
细胞生长[30, 31]。 
相对于正常NPM，NPM突变体在重定位于核质后，更容易被泛素化，并伴
随着蛋白酶体的作用而快速被降解。 
1.2.4 改变NPM定位的相关药物 
NPM主要定位在核仁，但是也受一些药物蛋白的影响在细胞核与细胞质之
间穿梭。斑珠蛋白（PG，γ -连环蛋白）是与钙粘素结合并介导粘附，PG与NPM
有相似的定位与表达，能调节NPM的亚细胞分布，并可能造成NPM功能的变化。 
放线菌素引起RNA聚合酶I下调，使NPM重定位于核质，并且抑制细胞的生
长分裂[32-34]。喜树碱同样会造成NPM重定位于核质，且NPM无明显的降解，该
过程是可逆的。 
在AML病人中，NPMc+对化学药剂的敏感性增加，用依托泊苷、正定霉素
处理后，NPMc+的凋亡程度大于NPMwt[35]。 
小分子抑制剂NSC348884它能特异性破坏NPM氨基末端的疏水口袋结构，
从而干扰NPM五聚体的形成，破坏NPM正常核仁定位，重定位于胞质并影响NPM
功能，NSC348884与阿霉素有协同作用，能上调p53诱导的细胞凋亡[36-38]。 
药物刺激NF-κB通路/RelA核仁重定位是引起NPM重定位细胞质的机制之一。
动力学实验证明，RelA重定位核仁，伴随着核/核仁NPM的减少，而细胞质中的
NPM水平上升。另外，用药物PDTC刺激或外源表达RelA缺失载体以阻断NF-kB
通路，也就阻断了NPM的重定位。再有，通过表达GFP-RelA△NOLS阻断RelA
的重定位，也就使NPM未能重定位于细胞质。用UV射线也能使两种蛋白重定位
[39, 40]。 
1.2.5 NPM定位变化的生理意义与分子机制 
Nucleophosmin作为一种多功能的核仁磷酸蛋白，定位于核仁，同时也存在
一定程度上的核质穿梭，这种核质穿梭的特性使NPM具有参与前体RNA的解聚/
加工，核糖体输出至细胞质等生物学功能。NPM1已被证实是急性髓性淋巴瘤白
血病AMLs中最高频突变的基因，约30%AMLs病人样本中均可发现NPM1突变。
在AMLs中NPM1的C端核仁定位信号Nols区域发生突变会导致NPM1无法正常核
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